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NEOE EFFEKTOREN VON DIPEPTIDYLPEPTIDASE IV 



Die vorliegende Erfindung betrifft pipeptidverbindungen b2w. 
zu Dipeptidverbindungen analoge Verbindungen , die aus einer 
AminosSure und einer Thiazolidin- oder Pyrrolidingruppe gebil- 
det werden, und deren Salze, im weiteren Dipeptidverbindungen 
genannt, und die Verwendung der Verbindungen zur Behandlung 
von beeintrachtigter Glukosetoleranz , Glukosurie, Hyperlipida- 
mie, metabolischen Azidosen, Diabetes mellitus, diabetischer 
Heuropathie und Nephropathie sowie von durch Diabetes mellitus 
verursachten Folgeerkrankungen von SSugern. 

Die Erfindung betrifft also auch ein einf aches Verfahren zur 
Senkung der Blutzuckerkonzentration von Saugern mit Hilfe von 
Dipeptidverbindungen als aktivitStsmindernde Effektoren (Sub- 
straten, Pseudosubstraten, Inhibitoren, Bindungsproteinen, An- 
tikSrpern u. a.) flir Enzyme mit vergleichbarer oder identi- 
scher Aktivitat zur enzymatischen Aktivitat des Enzyms Dipep- 
tidyl Peptidase IV. 

DP IV- bzw, DP iv-analoge Aktivitat (z. B. besitzt die cytoso- 
lische DP II eine der DP IV nahezu identische Substratspezifi- 
tat) kommt im Blutkreislauf vor, wo sie hochspezif isch Di- 
• peptide vom N-Terminus biologisch aktiver Peptide abspaltet, 
wenn Prolin oder Alanin die benachbarten Reste der N- 
terminalen Aminosaure in deren Seguenz darstellen. 

Die Glukose-abhangigen insulinotropen Polypeptide: Gastric In- 
hibitory Polypeptide 1-2 (GIP^,) und Glue agon-Like Peptide 
Amide- 1 7-36 (GLP-1,^,), also Hormone, die die Glukose^ 
induzierte Insulinsekretion des Pankreas stimulieren (auch In- 
cretine genannt), sind Substrate der DP IV, da diese von den 
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N-terrainalen Sequenzen dieser Peptide die Dipeptide Tyrosinyl- 
Alanin bzw. His tidy 1-Alanin in vitro und in vivo abspalten 
kann . 

Die Reduktion derartiger DP IV- bzw. DP iv-analoger Enzymakti- 
vitat zur Spaltung solcher Substrate in vivo kann dazu dienen, 
unerwlinschte Enzymaktivitat unter Laborbedingungeri wie auch 
bei pathologischen Zustanden von sauger-Organismen wirksam zu 
unterdrucken . Z.B. basiert Diabetes mellitus Typ II (auch Al- 
tersdiabetes ) auf einer verminderten Insulinsekretion bzw. 
Storungen in der Rezeptorfunktion f die u.a. in proteolytisch 
bedingten Konzentrationsanomalien der Incretine begrlindet 
sind . 

Hyperglykamie und damit verbundene Ursachen bzw. Folgeerschei- 
nungen (auch Diabetes mellitus) werden nach gegenwartigem 
Stand der Technik durch die Verabreichung von Insulin (z.B. 
von aus Rinderpankreas isoliertem oder auch gentechnisch ge- 
wonnenem Material) an erkrankte Organismen in verschiedenen 
Darreichungsformen behandelt. Alle bisher bekannten, wie auch 
modernere Verfahren, zeichnen sich* durch hohen Materialauf- 
wand f hohe Kosten und oft durch entscheidende Beeintrachtigun- 
gen der Lebensqualitat der Patienten aus. Die klassische Me- 
thode (tagliche i.v. Insulin-Injektion, Ublich seit den drei- 
Biger Jahren) behandelt die akuten Krankheitssymptome , flihrt 
aber nach langerer Anwendung u. a. zu schweren Gef aflverande- 
rungen (Arteriosklerose) und Nervenschadigungen. 

Neuerdings wird die Installation subkutaner Depot- Implant ate 
(die Insulinabgabe erfolgt dosiert, und die taglichen Injek- 
tionen entf alien) sowie die Implantation (Transplantation) in- 
takter Langerhansscher Zellen in die funktionsgestorte Pan- 
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kreasdruse oder andere Organe und Gewebe vorgeschlagen. Derar- 
tige Transplantationen sind technisch aufwendig. Weiterhin 
stellen sie einen risikobehafteten chirurgischen Eingriff in 
den Empfangerorganismus dar und verlangen auch bei Zellver- 
pflanzungen nach Methoden zur Suppression bzw. der Umgehung 
des Immunsy stems . 

Die Verwendung von Alanyl-Pyrrolidid und Isoleucyl-Thiazolidid 
als Inhibitoren von DP IV bzw. von zu DP IV analoger Enzymak- 
tivitat ist bereits aus der PCT/DE 97/00820 und die Verwendung 
von Isoleucyl-Pyrrolidid und Isoleucyl-Thiazolidid- 
Hydrochlorid bereits aus der DP 296 075 bekannt. Bei dem in 
diesem Stand der Technik eingesetzten Isoleucyl-Thiazolidid 
handelt es sich um natiirliches, also L-threo-Isoleucyl- 
Thiazolidid: Zum Prioritatsdatum und noch am Anmeldetag der 
beiden Druckschriften stand nur diese, die naturliche Form von 
Isoleucyl-Thiazolidid zur Verfiigung. 

Es ist festgestellt worden, daJ) diese Verbindungen , insbeson- 
dere L-threo-Isoleucyl-Thiazolidid r gute Effektoren fiir DP IV 
und DP IV analoge Enzyraaktivitaten sind. Bei der Verwendung 
dieser Verbindung konnen bei einigen Patienten bzw. Krank- 
heitsformen jedoch gewisse Probleme auftreten: 

Je nach Symptomen und Schwere z.B. von. Diabetes mellitus, wSre 
es z.B. wunsehenswert, Effektoren zur Verfiigung zu haben, die 
eine andere Wirkung als die bekannten Verbindungen aufweisen: 
So ist bekannt, daB Diabetes-mellitus-Patienten individuell 
"eingestellt" verden mlissen, um eine optimale Behandlung ihrer 
Krankheit zu ermoglichen. So sollte bei einigen Fallen z.B. 
eine verringerte Aktivitat von DP IV Effektoren ausreichen. 
Auch konnte eine zu hohe Inhibitor Aktivitat und die permanen- 
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te Verabreichung desselben Medikaments insbesondere wegen der 
lebenslangen Dauer der Behandlung unerwlinschte Nebenwirkungen 
zur Folge haben* Welter konnte es auch wiinschenwert sein; ge- 
wisse tfransporteigenschaften zur ErhShung der Resorptionsge- 
schwindigkeit der Effektoren in vivo zu verbessern. 

Aufgabe.der Erfindung ist es daher, neue (insbesondere aktivi- 
tStsmindernde) Effektoren zur Behandlung von z.B. beeintrach- 
tigter Glukosetoleranz, Glukosurie, Hyper lipidSmie, metaboli- 
schen Azidosen, Diabetes mellitus, diabetischer Neuropathie 
und Nephropathie sowie von durch Diabetes mellitus verursach- 
ten Folgeerkrankungen von Saugern und ein einfaches Verfahren 
zur Behandlung dieser Krankheiten bereitzustellen. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemSfl durch die Bereitstellung 
von Dipeptidverbindungen bzw. Analoga von Dipeptiden, die aus 
einer Aminosaure und einer Thiazolidin- Oder Pyrrolidingruppe 
gebildet werden, und deren Salze gelost. 

Bei der - vorzugsweise oralen - Verabreichung dieser Effekto- 
ren an einen S&ugerorganismus werdeh die endogenen (pder zu- 
satzlich exogen ver abreichten ) insulinotropen Peptide GIP,. 41 
und GLP-1 7 _ 36 (o.a. GLP-1 ? _ 37 oder deren Analoga) durch DP IV- 
oder DP IV-ahnliche Enzyme vermindert abgebaut und damit die 
Konzentrationsabnahme dieser Peptidhormone bzw. ihrer Analoga 
verringert bzw- verzogert. Der Erfindung liegt also der Befund 
zugrunde, dafi eine Reduktion der im Blutkreislauf agierenden 
DP IV- oder DP IV-ahnlichen enzymatischen AktivitSt zur Beein- 
flussung des Blutzuckerspiegels ftthrt. Es wurde gefunden, dafl 

1- die Verminderung von DP IV- bzw. DP iv-analoger Akti- 
vitat zu relativer Stabilitatserhohung der Glukose- 
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stimulierten, oder extern zugefuhrten Incretine (oder deren 
Analoga) fiihrt, d.h. durch Applikation von Effektoren der DP 
IV bzw. DP IV-anloger Proteine der Incretin-Abbau im Blut kon- 
trolliert werden kann; 

2. die erhdhte biologische Abbaustabilit&t der Incretine 
(oder ihrer Analoga) eine Wirkungsveranderung endogenen Insu- 
lins zur Folge hat? 

3. die durch Reduktion der DP IV- bzw. DP IV-analogen en- 
zymatischen Aktivitat im Blut erzielte StabilitStserhohung der 
Incretine in einer nachfolgenden Veranderung der Glukose- 
induzierten Insulinwirkung resultiert und damit zu einer mit- 
tels DP IV-Ef fektoren kontrollierbaren Modulierung des Blut- 
Glukosespiegels fiihrt. 

Insbesondere sind dazu erf indungsgem&fl Dipeptidverbindungen 
geeignet, bei denen die AminosSLure aus einer naturlichen Ami- 
nosSure, wie z.B. Leucin, Valin, Glutamin, Prolin, Isoleucin, 
Asparagin oder Asparaginsaure, ausgewahlt wird. 

Die moglichst orale Applikation der erf indungsgemaflen hochaf- 
finen, niedermolekularen Enzyminhibitoren ist eine kostengun- 
stigere Alternative z.B. zu invasiven chirurgischen Techniken 
bei der Behandlung pathologischer Erscheinungen. Durch chemi- 
sches Design von Stabilitats-, Transport- und Clearance- 
Eigenschaften kann deren Wirkungsweise modif iziert und auf in- 
dividuelle Eigenschaften abgestimmt werden. 

Wie vorstehend erwahnt, kann es z.B. bei der Dauerbehandlung 
von Diabetes mellitus erforderlich sein, Effektoren mit einer 
definierten Aktivitat zur Verfiigung zu stellen, mit denen in- 
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dividuelle Bedlirfnisse von Patienten erfiillt bzw. Symptome be- 
handelt werden k6nnen. Die erf indungsgemajJen Dipeptidverbin- 
dungen weisen daher bei einer Konzentration (der Dipeptidver- 
bindungen) von 10 pM, insbesondere bei den in Tabelle 1 ange- 
gebenen Bedingungen, eine Aktivitatsminderung von Dipeptidyl 
Peptidase IV bzw. DP IV-analoger Enzymaktivitaten von min- 
destens 10 , bevorzugt von mindestens 40 % auf. Haufig ist auch 
eine Aktivitatsminderung von mindestens 60 % bzw. mindestens 
70 % erforderlich. Bevorzugte Effektoren konnen auch eine Ak- 
tivitatsminderung von maximal 20 % bzw. 30 % auf weisen. Wei- 
terhin sind die Transporteigenschaften der vorliegenden Ver- 
bindungen r insbesondere durch den Peptidtransporter Pep Tl 
deutlich verbessert. 

Besonders bevorzugte Dipeptidverbindungen sind L-allo- 
Isoleucyl-Thiazolidid und seine Salze. Diese Verbindungen wei- 
sen im Verhaitnis zu L-threo-Isoleucyl-Thiazolidid bei in etwa 
gleichgroBer Wirkung beziiglich der Glukosemodulation iiberra- 
schenderweise einen ca. fiinffach besseren Transport durch den 
Peptidtransporter Pep Tl auf. 

Weitere bevorzugte Verbindungen werden in Tabelle 1 angegeben. 

Die Salze der erf indungsgemaflen Dipeptidverbindungen kbnnen 
z.B. organische Salze wie Acetate, Succinate, Tartrate oder 
Fumarate oder anorganische saurereste wie Phosphate oder Sul- 
fate sein. Besonders bevorzugt werden die Fumarate, die eine 
hervorragende wirkung bei einer Uberraschend hohen Stabilitat 
gegeniiber Hydrolyse aufweisen und wesentlich weniger loslich 
sind als die Hydrochloride. Diese Eigenschaften sind auch bei 
der Galenik von Vorteil. 
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Ferner werden L-threo Isoleucyl Pyrrolidid und seine Salze, 
insbesondere die Fumarsalze f und L-allo Isoleucyl Pyrrolidid 
und seine Salze f insbesondere die Fumarsalze, bevorzugt. 

Die Salze der Dipeptidverbindungen konnen in einem molaren 
VerhSltnis von Dipeptid(analogon)komponente zu Salzkomponente 
von 1 : 1 oder 2 : 1 vorliegen. Ein derartiges Salz ist z.B. 
(Ile-Thia) 2 Fumars^ure. 

Besonders bevorzugte Salze sind die Fumarsalze von L-threo- 
Isoleucyl Thiazolidid und L-allo-Isoleucyl Thiazolidid. 

Die Erfindung betrifft somit Effektoren der Dipeptidyl Pepti- 
dase IV (DP IV)- bzw. DP iv-analoger EnzymaktivitSt und deren 
Verwendung zur Senkung des Blutzuckerspiegels unter die fur 
Hyperglykamie charakteristische Glukosekonzentration im Serum 
eines Sauger-Organismus . Insbesondere betrifft die Erfindung 
die Verwendung der erf indungsgemSBen Effektoren der DP IV- 
bzw. der DP IV-analogen EnzymaktivitSt zur Verhinderung oder 
Milderung pathologischer Stof fwechsel-Anomalien von Sauger- 
Organismen wie z.B, beeintrachtigte Glukosetoleranz, Glukosu- 
rie, Hyper lipidamie, metabolischen Azidosen, Diabetes melli- 
tus f diabetischer Neuropathie und Nephropathie sowie von durch 
Diabetes mellitus verursachten Folgeerkrankungen von ScLugern. 
In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm betrifft die Er- 
findung ein Verfahren zur Senkung des Blutzuckerspiegels unter 
die fur Hyperglykamie charakteristische Glukosekonzentration 
im Serum eines Sauger-Organismus, das dadurch gekennzeichnet 
ist, dafl man einem Sauger-Organismus eine therapeutisch wirk- 
same Menge mindestens eines erf indungsgemaflen Ef fektors der DP 
IV- bzw. der DP IV-analogen Enzymaktivitat verabreicht. 
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In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsf orm betrif ft die Er- 
findung pharmazeutische Zusammensetzungen, also Medikamente, 
die mindestens eine erf indungsgemafie Verbindung oder deren 
Salze gegebenenfalls in Kombination mit einem oder mehreren 
pharmazeutisch akzeptablen Tragern und/oder Losungsmitteln 
enthalten. 

Die pharmazeutischen Zusammensetzungen k6nnen z.B. als paren- 
teral oder enter ale Pormulierungen vorliegen und entsprechen- 
de TrSger enthalten bzw. sie konnen als orale Formulierungen 
vorliegen , die entsprechende zur oralen Verabreichung geeigne- 
te Trager enthalten konnen. Vorzugsweise liegen sie als orale 
Formulierungen vor. 

Zusatzlich konnen die pharmazeutischen Zusammensetzungen einen 
oder mehrere hypoglykSmisch wirkende Wirkstoffe enthalten, die 
an sich bekannte Wirkstoffe sein kSnnen. 

Die erfindungsgem&Ben Effektoren der DP IV bzw. der DP IV- 
analogen EnzyraaktivitSt konnen zur Senkung des Blutzucker- 
Spiegels unter die fur Hyperglykaemie charakteristische Gluko- 
se-Konzentration im Serum eines SSuger-Organismus bzw. zur- 
Herstellung eines entsprechenden Medikaments verwendet werden. 

Die erf indungsgemaB applizierten Effektoren der DP IV- bzw. DP 
IV-analoger Enzyme konnen in pharmazeutisch anwendbaren Formu- 
lierungen oder Formulierungskomplexen als Inhibitoren, Sub- 
strate, Pseudosubstrate, Inhibitoren der DP iV-Expression, 
Bindungsproteine oder Antikorper dieser Enzymproteine oder 
Kombinationen aus diesen verschiedenen Stoffen, die DP IV- 
bzw, DP IV-analoge Proteinkonzentration im Saugerorganismus 
reduzieren, zum Einsatz kommen. ErfindungsgemaBe Effektoren 
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sind z.B. DP IV-Inhibitoren wie die Dipeptidderivate bzw. Di- 
peptidmiraetika L-allo-lsoleucyl-Thiazolidid und die in Tabelle 
1 angegebenen Effektoren und deren Fumarsalze. Die erfindungs- 
gemSLfien Effektoren erinSglichen eine individuell einstellbare 
Behandlung von Patienten bzw, Krankheiten, wobei insbesondere 
individuell auftretende UnvertrSglichkeiten, Allergien und Ne- 
benwirkungen vermieden werden konnen. 

Auch weisen die Verbindungen unterschiedliche zeitliche Ver- 
laufe der Wirksamkeit auf. Dadurch wird dem behandelnden Arzt 
die Moglichkeit in die Hand gegeben, dif f erenziert auf die in- 
dividuelle Situation eines Patienten zu reagieren: Einerseits 
kann er die Geschwindigkeit des Eintritts der Wirkung und an- 
dererseits die Dauer der Wirkung und insbesondere die Starke 
der Wirkung genau einstellen. 

Das erf indungsgemSBe Verfahren stellt eine neuartige Herange^ 
hensweise zur Senkung erhohter Blutglukosekonzentration im Se- 
rum von Saugern dar. Es ist einfach, kommerziell nutzbar und 
zur Anwendung bei der Therapie, insbesondere von Erkrankungen, 
die auf uberdurchschnittlichen Blutglukosewerten basieren f bei 
saugern und insbesondere in der Humanmedizin geeignet. 

Die Effektoren werden z.B. in Form von pharmazeutischen Prapa- 
raten verabreicht, die den Wirkstoff in Kombination mit libli- 
chen aus dem Stand der Technik bekannten Tragermaterialien 
enthalten. Beispielsweise werden sie parenteral (z.B. i.v. , in 
physiologischer Kochsalzlosung) oder enteral (z.B. oral, for- 
muliert mit liblichen Tragermaterialien wie z. B. Glukose) 
appliziert. 
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In Abhangigkeit von ihrer endogenen Stabilitat und ihrer Bio- 
verfiigbarkeit mtissen pro Tag einfache Oder auch mehrfache Ga- 
ben der Effektoren erfolgen f um die erwlinschte Normalisierung 
der Blutglukosewerte zu erreichen. Z.B. kann ein solcher Do- 
sisbereich beim Menschen im Bereich von 0.01 mg bis 30.0 mg 
pro Tag, vorzugsweise im Bereich von 0.01 bis 10 mg Effektor- 
substanz pro Kilogramm Korpergewicht liegen. 

Es wurde gefunden, daB durch Verabreichung von Effektoren der 
Dipeptidyl Peptidase IV bzw. DP iy-analoger EnzymaktivitSten 
im Blut eines Saugers, durch deren damit verbundene, temporSre 
AktivitStsreduktion, in kausaler Folge die endogenen (oder zu- 
s&tzlich exogen ver abreichten ) insulinotropen Peptide Gastric 
Inhibitory Polypeptide 1-42 (GIP 1M2 ) und Glucagon-Like Peptide 
Amide- 1 7-36 (GLP-1 7 _ 36 ) (o.a. GLP-1 V37 oder deren Analoga) durch 
DP IV- und DP IV-ahnliche Enzyme vermindert abgebaut werden 
und damit die Konzentrationsabnahme dieser Peptidhormone bzw. 
ihrer Analoga verringert bzw. verzogert werden. Die durch die 
Wirkung von DP IV-Effektoren erzielte, erhShte Stabilitat der 
(endogen vorhandenen oder exogen zugefiihrten) Incretine oder 
ihrer Analoga, die damit vermehrt fur die insulinotrope Stimu- 
lierung der Incretin-Rezeptoren der Langerhansschen Zellen im 
Pankreas zur Verfiigung stehen, verSndert u.a. die Wirksainkeit 
von korpereigenem Insulin, was eine Stimulierung des Kohlehy- 
dratstof fwechsels des behandelten Organismus nach sich zieht. 

Als Resultat sinkt der Blutzuckerspiegel unter die fiir Hyper- 
glykSmie charakteristische Glukosekonzentration im Serum des 
behandelten Organismus. Damit konnen Stof fwechselanomalien wie 
beeintrachtigte Glukosetoleranz, Glukosurie, Hyper lipidSLmie 
sowie mogliche schwere metabolische Azidosen und Diabetes mel- 
litus, Krankheitsbilder die Folge einer liber einen lSngeren 
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Zeitraum erhohten Glukosekonzentrationen im Blut sind, verhin- 
dert bzw. gemildert werden. 

In der Reihe der aus dem Stand der Technik bekannten, oral 
wirksamen Antidiabetika ist bisher eine derartig wirksame r 
niedermolekulare Substanzklasse (mit Ausnahme des Biguanides 
Metformin: Molekulargewicht 130) nicht bekannt. Die Molekular- 
gewichte der Aminoacyl Thiazolidide bewegen sich zwischen 146 
(Glycyl Thiazolidid), 203 (Isoleucyl Thiazolidid) und 275 
(Tryptophanoyl Thiazolidid). Im Vergleich bewegen sich die Mo- 
lekulargewichte der Sulphonylharnstof fe (Glibenclamid: 494), 
der Saccharide (Acarbose: 630) sowie der Thiazolidindione 
(Pioglitazon: 586) im Bereich urn 500 bis 700 Da. Physiolbgisch 
werden Aminoacyl Thiazolidide durch Aminopeptidasen sowie 
durch saure Hydrolyse in k8rpereigene Substanzen, wie Ami- 
nosSuren und Cysteamin, hydrolysiert, so daB die Verwendung 
der erfindungsgemSBen Verbindungen als oral verfugbare Anti- 
diabetika eine Bereicherung der Pharmazie darstellt. 

Bei Ratten und Mausen ist experimentell induzierte Hyperglyka- 
mie durch orale Verabreichung mit den erf indungsgem&B verwen- 
deten Verbindungen uberdurchschnittlich gut behandelbar (Ta- 
bellen 2 und 3). Die Verabreichung des 500- bis 1000-fachen 
der wirksamen Dosis flihrte zu keiner nachweisbaren pathologi- 
schen Veranderung wahrend drei-wochiger toxikologischer Expe- 
rimente an Ratten und Mausen. 
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Die vorteilhafte Wirkung von erf indungsgemaflen Verbindungen 
auf DP IV ist in Tabelle 1 beispielhaft belegt: 

Tabelle 1: Wirkung verschiedener Ef fektoren auf die durch Di- 



peptidyl Peptidase IV katalysierte Hydrolyse von 
0,4 mM des Substrates H-Gly-Pro-pNA bei 30°C, pH 
7,6 und einer lonenstarke von 0,125. 



Effektor 


Effektoraffinitatzu 
DPIVrKj [nM] 


% Restaktivitat der DP IV in 
Gegenwart von 10 jiM Effektor 


Metformin 


» 1.000.000 


100 


Glibenciamid 


» J. 000.000 


100 


Acarbose 


» 1.000.000 


100 


H-Asn-Pyrrolidid 


12.000 


83,1 


H-Asn-Thiazolidid 


3500 


472 


H-Asp-Pyrrolidid 


14.000 


81,6 


H-Asp-Thiazolidid 


2500 


45,6 


H-Asp(NHOH)-Pyrrolidid 


13.000 


882 


H-Asp(NHOH>Thiazolidid 


8.800 


545 


H-Glu-Pyrrolidid 


2200 


385 


H-Glu-Thiazolidid 


610 


25,0 


H*Glu(NHOH)-Pyrrolidid 


2.800 


44^ 


H-Glu(NHOH>Thiazolidid 


1.700 


365 


H-His-Pyrrolidid 


3500 


49,7 


H-His-Thiazolidid 


1.800 


352 


H-Pro-Pvrrolidid 


4.100 


502 


H-Pro-Thiazolidid 


1.200 


27,2 


H-Ile-Azididid 


3.100 


43,8 


H-Ile-Pyrrolidid 


210 


12,3 


H-L-allo-Ile-ThiazoIidid 


190 


10,0 


H-Val-Pyrrolidid 


480 


23,3 


H-Val-Thiazolidid 


270 


13,6 
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Es ist bekannt, dafl Aminoacyl Pyrrolidide und Aminoacyl Thia- 
zolidide durch die in den Mucosazellen des Diinndarms, im Serum 
und in Leberzellen vorhandenen Enzyme Prolin Aminopeptidase 
und Prolidase abgebaut werden konnen und der Thiazolidinring 
zur Offnung in Gegenwart von SSuren (beispielsweise im Magen) 
unter Bildung des adaquaten Cysteamin-Derivates neigt [vgl. OS 
458407]. Es war daher tiberraschend, eine dosisabhangige Wirk- 
samkeit der Wirkstoffe nach per oraler Verabreichung zu fin- 
den. Die Dosisabhangigkeit der Wirkung von L-allo-Ile- 
Thiazolidid auf die Serum-DP IV Aktivitat nach oraler Applika- 
tion von L-allo-Isoleucyl Thiazolidid an gesunden Wistarratten 
ist mit folgender Tabelle belegt: 

Tabelle 2: Restaktivitat der DP IV im Serum gegeniiber 0,4 mM 
des Substrates H-Gly-Pro-pNA bei 30 °C, pH 7,6 und 
einer ionenstSrke von 0,125, nach oraler Gabe und 
in AbhSngigkeit von der Dosis L-allo-Isoleucyl 
Thiazolidid, bestimmt 30 min nach Applikation des 
Inhibitors. 



Dosis pro Versuchstier 


Restaktivitat der DP IV in % 


0 mg 


100 


2,5 mg 


52 


5,0 mg 


40 


10 mg 


28 


20 mg 


29 



Ausgesprochen iiberraschend und wtinschenswert ist die im diabe- 
tischen Tiermodell erzielte Glukose-reduzierende Wirkung des 
erfindungsgemaflen Wirkstoffs L-allo-Isoleucyl Thiazolidid nach 
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seiner oralen Verabreichung bei zeitgleicher oraler Glukose- 
Stimulierung (Tabelle 3). 

Zur VerstSrkung der blutzuckersenkenden Wirkung verschiedener 
Antidiabetika werden hSufig Kombinationen verschiedener oral 
wirksamer Antidiabetika eingesetzt. Da sich die antihypergly- 
k&mische Wirkung der ef indungsgemSUien Effektoren unabhangig 
von anderen bekannten oral applizierbaren Antidiabetika ent- 
faltet, eignen sich die erf indungsgemaflen Wirkstoffe analog in 
entsprechender galenischer Form, zur Erzielung des gewlinschten 
normoglykSmischen Effektes, zum Einsatz bei Kombinationsthera- 
pien . 

Somit konnen die erf indungsgeroaB verwendeten Verbindungen in 
an sich bekannter Weise in die ttblichen Formulierungen uber- 
fuhrt werden, wie z. B. Tablet ten, Kapseln, Dragees, Pi lien, 
Suppositorien, Granulate, Aerosole, Sirupe, fllissige, feste 
und cremeartige Emulsionen und Suspensionen und Losungen unter 
Verwendung inerter, untoxischer, pharmazeutisch geeigneter 
Trager- und Zusatzstoffe oder Losungsmittel. Hierbei liegen 
die therapeutisch wirksamen Veirbindungen jeweils vbrzugsweise 
in einer Konzentration von etwa 0.1 bis 80, vorzugsweise von 1 
bis 50 Masseprozent der Gesamtmischung vor, d.h. in Mengen, 
die ausreichend sind f um den angegebenen Dosierungsspielraum 
zu erreichen. 



Tabelle 3: Reduktion der zirkulierenden Blutglukose innerhalb 
60 ndn nach oraler Verabreichung von 20 pM L-allo- 
Ile-Thiazolidid an Ratten verschiedener Tiermodel- 
le bei zeitgleichem Glukosetoleranztest (Angaben 
in % bezogen auf normoglyk&aische Werte). 
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Tiermodell 


Glukosekonzentration in % 
Kontrolle 


Glukosekonzentration in % L- 
allo-Ile-Thiazolidid behandelt 


Wistarratte, normal 


100 


82 


Wistarratte (Diabetes 2b - 
Model, dick) 


100 


73 



Die gute Resorption der erf indungsgemaiJ verwendeten Verbindun- 
gen durch Schleimhaute des gastrointestinalen Traktes ermSg- 
licht die Anwendung von vielen galenischen Zubereitungen: 

Die Substanzen konnen als Medikament in Form von Dragees, Kap- . 
seln f BeiBkapseln, Tabletten, Tropfen, Sirup, aber auch als 
Zapfchen oder als Nasensprays angewendet werden. 

Die Formulierungen werden beispielsweise hergestellt durch 
Strecken des Wirkstoffs mit Losungsmitteln und/oder Trager- 
stoffen, gegebenenfalls unter Verwendung von Emulgatoren 
und/oder Dispergiermitteln, wobei z. B. im Fall des Einsatzes 
von Wasser als Verdiinnungsmittel gegebenenfalls organische L6- 
sungsmittel als Hilf sl6sungsraittel verwendet werden konnen. 

Als Hilfsstoffe seien beispielhaft aufgefiihrt: Wasser , un- 
toxische organische Losungsmittel, wie Paraffine (z. B. Erd61- 
fraktionen), pflanzliche Ole (z. B. Rapsol, Erdnuflol, Sesam- 
61) , Alkohole (z.B. Ethylalkohol, Glycerin), Glykole (z.B. 
Propylenglykol, Polyetylenglykol ) ; f este TrSgerstof f e, wie z. 
B. naturliche Gesteinsmehle (z. B. hochdisperse Kieselsaure, 
Silikate), Zucker (z.B. Roh-, Milch- und Traubenzucker ) ? Eraul- 
giermittel, wie nichtionogene und anionische Emulgatoren (z. 
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B. Polyoxyethylen-FettsMure-Ester, Polyoxyethylen-Fettalkohol- 
Ether, Alkylsulfonate und Arylsulfonate) , Dispergiermittel 
(z.B. Lignin, Sulfitablaugen, Methylcellulose, Starke und Po- 
lyvinylpyrrolidon) und Gleitmittel (z.B, Magnesiumstearat, 
Talkum, Stearinsaure und Natriumlaurylsulf at) und gegebenen- 
falls Aromastoffe. 

Die Applikation erfolgt in Ublicher Weise, vorzugsweise ente- 
ral oder parenteral, insbesondere oral* Im Falle der enteralen 
Anwendung konnen Tabletten aufler den genannten TrSgerstof fen 
weitere ZusStze wie Natriumcitrat , Calciumcarbonat und Calci- 
umphosphat, zusammen mit verschiedenen Zuschlagsstof fen, wie 
Starke, vorzugsweise Kartof felstarke, Gelatine und dergleichen 
enthalten, Weiterhin konnen Gleitmittel, wie Magnesiums tear at, 
Natriumlaurylsulfat und Talkum zum Tablettieren mitverwendet 
werden. im Falle wSflriger Suspensionen und/oder Elixieren, die 
fur orale Anwendungen gedacht sind, k6nnen die Wirkstoffe au- 
fler mit den oben genannten Hilf sstof fen zus&tzlich mit ver- 
schiedenen Geschmacksaufbesserern oder Farbstof fen versetzt 
werden. 

Bei einer parenteralen Anwendung konnen Losungen der Wirk- 
stoffe unter Verwendung geeigneter f llissiger Tragermaterialien 
eingesetzt werden. Im allgemeinen hat es sich als vorteilhaft 
erwiesen, bei intravenoser Applikation Mengen von etwa 0,01 
bis 2,0 mg/kg, vorzugsweise etwa 0,01 bis 1,0 mg/kg Korperge- 
wicht pro Tag zur Erreichung wirksamer Ergebnisse zu verab- 
reichen, und bei enteraler Applikation betrSgt die Dosierung 
etwa 0,01 bis 2 mg/kg, vorzugsweise etwa 0,01 bis 1 mg/kg Kor- 
pergewicht pro Tag. 
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Trotzdem kann es gegebenenf alls erf order lich sein, von den ge« 
nannten Mengen abzuweichen, und zwar in Abh&ngigkeit vom Kor- 
pergewicht des Versuchstieres oder Patienten bzw. der Art des 
Applikationsweges , aber auch aufgrund der Tierart und deren 
individuellem Verhalten gegenuber dem Medikament bzw. Inter- 
vail, zu welchem die Verabreichung erfolgt. So kann es in ei- 
nigen Fallen ausreichend sein f mit weniger als der vorgenann- 
ten Mindestmenge auszukommen, wahrend in anderen Fallen die 
genannte obere Grenze uberschritten werden muB. Itn Fall der 
Applikation grofier Mengen kann es empfehlenswert sein, diese 
in mehrere Einzelgaben liber den Tag zu verteilen. Fur die Ap- 
plikation in der Humanmedizin ist der gleiche Dosierungsspiel- 
raum vorgesehen. SinngemaB gelten hierbei auch die obigen Aus- 
f lihrungen . 



Beispiele ftir phannazeutische Formulierungen 

1. Kapseln mit 100 mg L-allo»Isoleucyl Thiazolidid pro Kap- 
sel: 

Flir ca. 10 000 Kapseln wiird eine Losung folgender Zusammenset- 
zung hergestellt: 

L-allo-Isoleucyl Thiazolidid Hydrochlorid l f 0 kg 
Glycerin 0,5 kg 

Polyethylenglykol 3,0 kg 

Wasser P,5 kg 

5,0 kg 
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Die Losung wird nach an sich bekannter Weise in Weichgelatine- 
kapseln abgefttllt. Die Kapseln sind zum Zerbeifien oder zum 
Schlucken geeignet. 

2. Tabletten bzw. lackierte Tabletten oder Dragees mit 100 
mg L-allo-Isoleucyl Thiazolidid: 

Die folgenden Mengen beziehen sich auf Herstellung von 100 000 
Tabletten: 



L-allo-Isoleucyl Thiazolidid Hydrochlorid, 

fein vermahlen 10 f 0 kg 

Glukose 4 ,35 kg 

Milchzucker 4,35 kg 

Starke 4 r 50 kg 

Zellulose, fein vermahlen 4,50 kg 



Obige Bestandteile werden gemischt und anschlieflend mit einer 
Losung, hergestellt aus 

Polyvinylpyrrolidon 2,0 kg 

Polysorbat 0,1 kg 

und Nasser ca. 5,0 kg 

versehen und in an sich bekannter Weise granuliert, indem die 
feuchte Masse geraspelt und nach Zugabe von 0,2 kg Magnesium- 
stearat getrocknet wird. Die fertige Tablettenmischung von 
30,0 kg wird zu gewolbten Tabletten von 300 mg Gewicht verar- 
beitet. Die Tabletten konnen nach an sich bekannter Weise lac- 
kiert oder dragiert werden. 
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Die technischen Daten bevorzugter Verbindungen werden nachste- 
hend angegeben. 



Untersuchungen zu Ile-Thia»Fumarat flsomere) und anderen Salzen 



Substanz 




FpCQ 


CE (min) 


MS 


[a]H,0 


L-threo-IT*F 


8*10* 


150^' 


160 


203 


-10,7 
(405nm) 


D-threo- 
IT*F 


keine 
Hemmung 


147 


158 


203 


rnctu 
bcslamnl 


L-allo-IT*F 


2*10' 7 


145-6 


154 


203 


-4^8 
(380nm) 


D-allo-IT*F 


keine 
Hemmung 


144-6 


150 


203 


44 
(380nm) 



IT*F= Isoleucyl-Thiazolidid Fumarat 

Die NMR und HPLC Daten bestatigen, daB es sich um die entsprechenden Substanzen han- 
delte 



Mefibedingungen Fur die Kf-Bestimmung der Substanzen 

Ere ym: DPIV^^, 0,75mg/ml, 18U/ml (GPpNA) 

in 25mM Tris pH 7,6, 30% AmmoniumsuJfat, O^mM EDTA, O^mM DTE 
Stanvnlosung: 1:250 verdunnt in MeBpuffer 

Puffer : 40mM HEPES pH 7,6, 1=0,125 (KC1) 

SubStrat: GPpNA*HCl 

Stammldsung: 2,lmM 

MeBgerat : Perkin-Elmer Bio Assay Reader, HTS 7000 Plus, 
T=30°C 
?v= 405nm 

MeBansatz : 100^1 Puffer 

lOOjil Substrat (3 verscliiedene Konzentrationen 0,8mM - 0>M) 
50^1 Wasser/Inhibitor (7 verschiedene Konzentrationen 2,ifiM-32,8nM) 
10[d Enzym 
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Puffer, Wasser/Inhibitor und Enzym wurden auf 30°C vortemperiert und die Reaktion durch 
die Zugabe von ebenfalls vortemperiertem Substrat gestartet. 
Es wurden 4fach Beslimmungen durchgefuhrt. 
Die MeBzeit betrug lOrain. 



Schmelzpunktbestimmung 

Schmelzpunkte wurden an einem Kofler-Heiztischmikioskop der Leica-Aktiengesellschaft, 
die Werte sind nicht korrigiert, oder an einem DSC-Gerat (bei Heumann-Pharma) bestimmt. 



Optische Rotation 

Die Drehwerte wurden bei unterschiedlichen WellenlSngen an einem „Polarimeter 341" oder 
hoher der Fa. Perkin Elmer aufgenommen. 



Mefibedingungen fur die Massenspektrometrie 

Die Massenspektren wurden an einem „API 165" bzw. „API 365" der Fa. PE Sciex mittels 
Elektrosprayionisation (ESI) aufgenommen. 

Es wird mit einer ungefahren Konzentration von c = 10 pg/ml gearbeitet, die Substanz wird 
in MeOH / H,0 5030, 0,1 % HC0 2 H aufgenommen, die Infusion erfolgt mit Spritzenpumpe 
(20^l/min).Die Messungen erfolgten im Positivmodus [M+H] + , die ESI-Spannung betragt 
U = 5600V. 



Die Salze weisen die folgenden Daten auf: 



IT*Salz 


Kj 


M(gmol-') 


Fp(°Q 


Succinat 


5,1 e-8 


522,73 


116 


t Tartrat 


8,3 e-8 


352,41 


122 


Fumarat 


83 e-8 


520,71 


156 


Hydrochlorid 


7,2 e-8 


238,77 


169 


Phosphat 


1,3 e-7 


300,32 


105 



Loslichkeitsuntersuchung der Salze des Iie-Thia 

Ile-Thia«Fum 

Einwaage 1055 mg 

entspricht 0,02 mmol (520,72 g/mol) 

Zugabe von 100 ^1 

100 pi keine Losung, optiscli: keinc Oberflachenbenetzung 
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ab 200 |xl sukzessiver Beginn der Loslichkeit 

bei 400^1 ist eine volistandiges Ldsen zu beobachten 

2,63% 

Bei diesem Salz wurde also festgestellt, daB es kaum benetzbar ist und sich nicht zersetzt . 



Ile-'Thia*Succ 
Einwaage 16,6 mg 

entspricht 0,031 mmol (522,73 g/mol) 
Zugabe von 16 |xl 1^0^, 

16 \i\ keine L5sung, optiscli ^Aufsaugen" der Feuchtigkeit 

von 66 \x\ - 1,5 ml kein volistandiges Ldsen der Substanz zu beobachten 



He-Thia*Taytrat 
Einwaage 173 mg 

entspricht 0,049 mmol (352,41 g/mol) 
Zugabe von 100 \il HA^, 
100 ftl volistandiges Lfisen 
173% 



De-TT)ia*Phos 
Einwaage 15,5 mg 

entspricht 0,051 mmol (300,32 g/mol) 
Zugabe von 100 ill HjO^ 
100 \\l Anlosen ist zu beobachten 
sukzessive Zugabe von 100 |d H 2 0 
bei 400 fil volistandiges Losen 
3,87 % 



Ile-TWMCl 
Einwaage 16,1 mg 

entspricht 0,067 mmol (238,77 g/mol) 
Zugabe von 100 til 
bei 100 i*l volistandiges Ldsen 
16,1 % 
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Allgemeine Synthese IIe-Thia*Salz 

Die Boc-geschuzte Aminosaure Boc-Ile-OH wild in Essigsaureethylester voigelegt, der An- 
satz wird auf ca. -5 °C gekuhlt. N-Methylmorpholin wird ztigetropft, Pivalinsaurechlorid 
(Labor) bzw. Neohexanoylchlorid (Technikum) wird unter Temperaturkonstanz zugetropft. 
Die Reaktion wild fur wenige Minuten zur Aktivierung geruhrt. N-Methylmoipholin (Labor) 
und Thiazolidinhydrochlorid (Labor) werde nacheinander zugetropft, Thiazolidin (Techni- 
kum) wild zugegeben. Die Aufaibeitung im Labor erfolgt klassisch mit Salzlosungen, im 
Technikum wird der Ansatz mit NaOH- und CH 3 COOH-L6sungen gereinigt. 
Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe wird duich HC1 / Dioxan (Labor) bzw. H£0 4 (Tech- 
nikum) erzielt. 

Im Labor wird das Hydrochlorid aus EtOH / Ether kristallisiert. 

Im Technikum wird das freie Amin duich Zugabe von NaOH / NH 3 daigestellt. FumarsSure 
wird in heifien Ethanol gelost, das freie Amin wird zugetropft, es fallt (Ile-Hiia) 2 -Fumarat (M 
= 520,71 gmor 1 ). 



Die Analytik von Isomeren bzw. Enantiomeren erfolgt durch Elektrophorese. 
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Patentansprtiche 

1. Dipeptidverbindung, die aus einer Aminosaure und einer 
Thiazolidin- oder Pyrrolidingruppe gebildet wird, und de- 
ren Salze. 

2. Dipeptidverbindung nach Anspruch l r dadurch gekennzeich- 
net, dafi die AminosSure aus einer naturlichen Aminosaure 
ausgewShlt wird, 

3. Dipeptidverbindung nach einem der vorstehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie bei einer Korizentration 
von 10 fiM eine Aktivitatsminderung von Dipeptidylpeptidase 
IV bzw. DP IV-analoger Enzymaktivitaten von mindestens 10 
% bewirkt. 

4. Dipeptidverbindung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, daB sie eine Aktivitatsminderung von mindestens 40 % 
bewirkt. 

5. Dipeptidverbindung nach einem der vorstehenden Anspr.tiche, 
dadurch gekennzeichnet, dafl die Aminosaure aus Leucin, Va- 
lin, Glutamin, Prolin, lsoleucin f Asparagin und Aspara- 
ginsSure ausgewShlt wird, 

6. Dipeptidverbindung nach einem der vorstehenden Anspriiche, 
nSmlich L-threo-Isoleucyl Pyrrolidid, L-allo-Isoleucyl 
Thiazolidid, 1-allo-Isoleucyl Pyrrolidid und deren Salze. 

7. Dipeptidverbindung nach einem der vorstehenden Anspriiche/ 
dadurch gekennzeichnet,. dafi die Salze organische Salze wie 
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Acetate, Succinate, Tartrate oder Fumarate oder anorgani- 
sche SHurereste wie Phosphate oder Sulfate sind, 

8 . Salze von Dipeptidverbindungen nach einem der vorstehenden 
Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet, dafl sie in einem mola- 
ren VerhSltnis von Dipeptidverbindung zu Salz von 1 : 1 
oder 2 : 1 vorliegen. 

9. Salze von Dipeptidverbindungen nach einem der vorstehenden 
Ansprtiche, namlich Pumarsalze. 

10. Salze von Dipeptidverbindungen nach Anspruch 9, namlich 
Fumarsalze von L-threo-Isoleucyl Thiazolidid oder Fumar- 
salze von L-allo-lsoleucyl Thiazolidid. 

11- Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, 
daB sie mindestens eine Verbindung oder deren Salze nach 
einem der vorstehenden Ansprtiche gegebenenf alls in Kombi- 
nation mit. einem oder mehreren pharmazeutisch akzeptablen 
TrSgern und/oder Losungsmitteln enthalt. 

12. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 11, dadurch 
gekennzeichnet, dafl es sich urn einen TrSger fur parentera- 
le oder enter ale Formulierungen handelt. 

13. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 11, dadurch 
, gekennzeichnet, dafl sie in einer Formulierung zur oralen 

Verabreichung vorliegt. 

14. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Ansprtiche 
11 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dafl sie zusStzlich ei- 
nen hypoglykamisch wirkenden Wirkstoff enthSlt. 
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15. Verwendung von mindestens einer Verbindung oder pharmazeu- 
tischen Zusammensetzung nach einem der vorstehenden An- 
spruche zur Herstellung eines Medikaments zur AktivitSts- 
minderung von Dipeptidylpeptidase IV bzw. von Dipeptidyl- 
peptidase IV analogen EnzymaktivitSten. 

16. Verwendung von mindestens einer Verbindung oder Zusammen- 
setzung nach einem der Anspruche 1 bis 14 zur Herstellung 
eines Medikaments zur Senkung des Blutzuckerspiegels unter 
die fur HyperglykSmie charakteristische Glukosekonzentra- 
tion im Serum eines S&ugers. 

17. Verwendung von mindestens einer Verbindung oder Zusammen- 
setzung nach einem der Ansprttche 1 bis 14 zur Herstellung 
eines Medikaments zur oralen Behandlung von mit Diabetes 
mellitus im Zusammenhang stehenden Stof fwechselerkrankun- 
gen. 

IB, Verwendung von mindestens einer Verbindung oder Zusammen- 
setzung nach einem der Ansprttche 1 bis 14 zur Herstellung 
eines Medikaments zur Behandlung von beeintrachtigter Glu- 
kosetoleranz , Glukosurie, Hyperlipid&mie, metabolischen 
Azidosen r Diabetes mellitus, diabetischer Neuropathie und 
Nephropathie sowie von durch Diabetes mellitus verursach- 
ten Folgeerkrankungen von S auger n. 
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Abb. 1: CE-Trennung von einer 1:1:1:1 - Mischung von L-threo-Ile-Thia*Fum, L-allo-Ilc- 
Thia*Fum, D-threo-He-Thia*Fum, D-allo-He-Thla*Fum 
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Methode upd Meflbedinguflgeq: 

CE'Untersuchungen erfolgten am „P/ACE™ System MDQ" der Finiia Beckman: 



Substanz 


Cfi(min) 


L-threo-IT*F 


160 


D-threo-IT*F 


158 


l^alIo-IT*F 


154 


D-allo-IT*F 


150 



Uvfrfidingiingen; 

Puffer: 20 mM Phosphat, pH 7,0, 100 mM P-Hydroxy-propyl-cyclodextrin 
KapiUare: 50 / 60,2 cm, 25 (im Innendurchmesser, beschichtet mit Acrylamid 
Spannung: 10 kV 

Detektion: Photo-Dioden-Array-Detektor bei 214 nm 
Temperatur: 7°C 



CE-Trennung von Ile-Thia*Fumarat 




i i i — ' ■ ' - i — i ■ . — r- — ' r- 

110 120 130 140 1S0 160 

ZeK(Min.) 



Abb. 2: CE-Trennung von einer 1:1000 Mischung Mhreo-ne-Thia*Fumarat zu D-allo-Ile- 
Thia*Fumarat 
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Serum ■ DP IV AkUvttat (orale Qabe der Inhlbltoren) n=2 
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Abb. 3: Seram DP IV-Aktivitar nach oraler Applikation veischiedener H-fle-Thia Stereoiso- 
mere (5 nM/300 g Ratte). Beeinflussung der Enzymaktivitat erflolgt nur durch Lr 
allo-Ile-Thia und L-threo-IIe-Thia. 

Abb. 4: Wirkung vetschiedener Aminoacyl-Thiazolidide auf die Glukosetoleianz der Ratte 
(Oraler Glukosetoleranztest mit 2g/300g Wistanatte zum Zeitpunkt 0, Gabe der DP 
rV-Inhibitoren 10 min vor oraler Glukosestimulierung) 



Wirkung auf die Blutgiukose (0-120 min) 
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